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Bioprospecgao de fungo filamentoso na produgao de
micoproteina

Bioprospecting of filamentous fungus in the production of
mycoprotein

RESUMO

As micoproteinas pertencem ao grupo das proteinas dietéticas ndo derivadas de animais,
biodisponiveis e insulinotrépicas. Disponiveis no mercado desde 1985, apresentam
popularidade crescente e reputacdo de seguranca. O perfil de baixa energia, baixo teor de
gordura e alto teor de fibras as tornam fontes saudaveis de proteinas. O Presente trabalho
estudou a producgdo de biomassa micelial do fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI.
Metodologia de planejamento experimental (DCCR 23) foi empregada para maximizar a
producdo de biomassa celular em meio a base de sacarose. A produgdo maxima de
biomassa estimada pelo modelo foi de 24,439 gL, utilizando agitacdo de 413 rpm,
concentrac3o de sacarose de 271,25 gL' e concentracdo de extrato de levedura de 5,94 gL
. A maior resposta para rendimento estimada pelo modelo foi de 0,233 gg™*, utilizando
agitacdo de 172,6 rpm, concentracdo de sacarose de 58,15 gL™. A varidvel concentracdo de
extrato de levedura ndo apresentou efeito significante sobre o parametro rendimento.

PALAVRAS-CHAVE: Bioprocesso. Otimizagdo. Micoproteina.
ABSTRACT

Mycoproteins belong to the group of non-animal, bioavailable and insulinotropic dietary
proteins. Available on the market since 1985, they have increased popularity and a
reputation for safety. The low-energy, low-fat and high-fiber profile make them healthy
sources of protein. The present work studied the mycelial biomass production of the fungus
Lasiodiplodia theobromae MMPI. Experimental planning methodology (DCCR 23) was used
to maximize the production of cellular biomass in a sucrose-based medium. The maximum
biomass production estimated by the model was 24.439 gL, using agitation of 413 rpm,
sucrose concentration of 271.25 gL and yeast extract concentration of 5.94 gLl The
highest yield response estimated by the model was 0.233 gg™?, using agitation of 172.6 rpm
and sucrose concentration of 58.15 gL’. The yeast extract concentration variable did not
have a significant effect on the yield parameter.

KEYWORDS: Bioprocess. Optimization. Mycoprotein.
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INTRODUCAO

As micoproteinas, também chamadas de proteinas unicelulares, sdo proteinas
dietéticas ndo derivadas de animais, biodisponivel e insulinotrépica. Consumida
em quantidades suficientes, é esperado que estas suportem o anabolismo e o
recondicionamento da musculatura esquelética e, portanto, tenham clara
utilidade para a saude muscular (Dunlop, 2017).

Os produtos com micoproteina comercializados atualmente estdao no mercado
desde 1985 e veem demonstrando uma popularidade crescente, além de
possuirem uma reputacdo de seguranca de longa data. Os riscos de reagles
alérgicas mostram-se iguais ou inferiores aos de outras fontes de proteinas. O
perfil de baixa energia, baixo teor de gordura e alto teor de fibras as tornam fontes
sauddveis de proteina. Evidéncias atuais também indicam beneficios mais amplos
como: saciedade potencial e beneficios metabdlicos e musculares (Derbyshire,
2019).

Este trabalho buscou otimizar a producdo de biomassa micelial do fungo
ascomiceto Lasiodiplodia theobromae MMPI, considerando-a como uma potencial
fonte de proteinas. Meio sintético a base de sacarose foi empregado nos cultivos
e um delineamento composto central rotacional (DCCR 23) foi usado para avaliar a
influéncia dos parametros agitacdo, concentracdo de sacarose e extrato de
levedura sobre o contetddo micelial. O trabalho consistiu em um estudo inicial para
averiguar a potencialidade de uso do fungo L. theobromae MMPI na producdo
industrial de micoproteina, para uso humano e/ou racdo animal.

METODOLOGIA

MANUTENGAO DA CEPA FUNGICA E PREPARO DE INOCULO

O fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI foi mantido em meio agar
Sabouraud com cloranfenicol sob refrigeracdo (4 °C) através de repiques
sucessivos. Para o preparo do inéculo uma porc¢do de micélio de cultura estoque
foi transferida para meio 4dgar Sabouraud com cloranfenicol e cultivado em estufa
bacterioldgica a 28 °C por 96 h. O micélio crescido nas placas foi transferido para
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio mineral de Voguel (MMV)
(VOGEL, 1956) e 5 gL'* de glicose e incubado a 28 °C, 150 rpm por 48 h em agitador
orbital (shaker). A biomassa micelial obtida no pré-indculo foi homogeneizada
assepticamente em mixer formando uma suspencdo micelial concentrada. A
suspencao micelial foi diluida em solugdo salina (0,9% mv™) esterilizada obtendo-
se uma suspenc¢do com concentragao padronizada com leituras de absor¢dao em
400 nm entre 0,4 e 0,5.

CULTIVO SUBMERSO PARA PRODUGAO DE BIOMASSA MICELIAL

A producdo de biomassa micelial de L. theobromae MMPI| em meio sintético
contendo sacarose como substrato limitante foi avaliada através de experimentos
conduzidos de acordo com metodologia de planejamento experimental (Tabela 1).
Um delineamento composto central rotacional (DCCR 23) foi empregado para
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estudar a influéncia das varidveis concentracdo de substrato (sacarose),
concentracdo de extrato levedura (fonte de nitrogénio) e velocidade de agitacdo
sobre o crescimento micelial (producdo de biomassa celular).

Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100
mL de meio sintético a base de sacarose. Um volume 10 mL do indculo
previamente padronizado foi adicionado aos meios e os frascos foram incubados
em incubadora orbital (shaker) por 96 h a 28 °C.

O meio sintético foi constituido por sacarose e extrato de levedura seguindo
as concentragdes descritas no delineamento experimental (Tabela 1).

Tabela 1 - Planejamento experimental — DCCR 23

. Variaveis independentes (valores codificados)
Experimentos

X1 X2 X3
1 -1 -1 1
2 -1 -1 1
3 -1 1 1
4 -1 1 1
5 1 -1 1
6 1 -1 1
7 1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 (C) 0 0 0
16 (C) 0 0 0
17 (C) 0 0 0
18(C) 0 0 0

Niveis (valores reais)

Variaveis
-1 (0]

Concentrac3o de Sacarose (gL?)

Extrato de Levedura (gL?)

Agitacdo (rpm)
Fonte: Autoria propria.

DETERMINAGAO DO TEOR DE BIOMASSA FUNGICA

O caldo fermentado foi separado da biomassa por centrifugacdo a 1500 x g/
15 min. Em seguida, a biomassa fungica passou por processo de lavagem trés vezes
com 80 mL de agua destilada a 70 2C, garantindo completa remocdo da
lasiodiplodana (polissacarideo extracelular) aderida ao micélio e entdo foi seca em
estufa com circulagdo de ar a 50 2C até massa constante. Depois de seca, o teor de
biomassa foi determinado por gravimetria.

Péagina | 3



BQQQ

£ X Seminario de Extens&o e Inovagao
ﬁ 2020 XXV Seminario de Iniciagdo Cientifica e Tecnologica W PR
S’CI TE 23 a 27 de Novembr0 | Toledo . PR UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

DETERMINAGCAO DO CONSUMO DO SUBSTRATO

Acucares residuais totais foram determinados pelo método Fenol-Sulfurico,
descrito por DuBois et al. (1956), no meio fermentativo apds remocdo do
exopolissacarideo e secagem em estufa com circulacdo de ar a 60 °C.

DETERMINAGAO DO RENDIMENTO EM BIOMASSA (Yy;s)

O rendimento em biomassa micelial foi calculado conforme equacao abaixo:
Determinado pela relacdo entre a quantidade de biomassa produzida (X) e a
correspondente variagdo do substrato (S).

Y __ biomassa celular (g/L) (1)
X/S ™ consumo de substrato (g/L)

RESULTADOS E DISCUSSOES

AVALIAGCAO DA INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO DE SUBSTRATO, EXTRATO DE
LEVEDURA E VELOCIDADE DE AGITAGAO SOBRE A PRODUGAO EM BIOMASSA

A Figura 1A apresenta o histograma de normalidade para os dados de
producdo de Biomassa:

Figura 1: histograma de distribuicdo normal para Producdo de Biomassa (A).
Diagrama de Pareto para a producdo de Biomassa (B).

X <= Contormno de categoria p=.05

Fonte: Autoria Prépria

Conforme pode ser verificado na Figura 1A, o valor do coeficiente de
Kolmogorov-Smirnove (K-S d) é maior que Alpha (a= 0.05), apresentando
normalidade a um nivel de 95% de confianga. Os efeitos das varidveis e também
de suas interacdes podem ser observados através do diagrama de Pareto (Figura
1B), no qual valores localizados a direita da a linha tracejada sdo considerados
significativos, analisados no nivel de significancia de 5%.
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Observa-se que as varidveis: Concentracdo de Sacarose (efeito Linear),
Agitacdo (efeito Linear), Extrato de Levedura (efeito Linear e Quadratico)
apresentaram significancia estatistica com nivel de confianga de 95%.

Com intencao de facilitar a visualizacdo dos efeitos, foi construida a superficie
de resposta (Figura 2). Inicialmente é apresentada (Figura 2A) a superficie de
resposta para as varidveis Agitacdo e Extrato de Levedura, seguida da (Figura 2B)
Agitacdo e Substrato, e posteriormente (Figura 2C) Substrato e Extrato de
Levedura, analisando como fator de resposta a producdo de biomassa celular.

Figura 2: Superficie de resposta para as varidveis Agitacao e Extrato de
Levedura (A), Agitacdo e Substrato (B) e Substrato e Extrato de Levedura (C).
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Fonte: Autoria Prdpria

A producdo de Biomassa foi influenciada positivamente pelo aumento da
concentracdo de Substrato (B e C) e Agitacdo (A e B). Em relacdo a Concentracdo
de Extrato de Levedura foi verificado maior producdo micelial quanto valores
intermedidrios foram empregados. Possivelmente a agitacdo estimulou o
metabolismo respiratdrio do fungo, promovendo maior consumo da fonte de
carbono e maior crescimento celular. Similarmente ao verificado no presente
estudo (Figura 2C), Cunha et al. (2012) reportaram que concentracdes de 2,42 g de
Extrato de Levedura contribuiram para maior crescimento celular e também para
biossintese de exopolissacarideo pelo fungo L. theobromae MMPI. Outro aspecto
interessante, é que possivelmente pode haver uma relacdo C:N associada ao
crescimento micelial do fungo. De fato, alguns trabalhos descrevem a relacdo C:N
como um parametro que influencia o crescimento micelial fungico em cultivo para
producdo de micoproteina (ZAAKI; SAID, 2018).

AVALIAGAO DA INFLUENCIA DA CONCENTRAGCAO DE SACAROSE, EXTRATO DE
LEVEDURA E VELOCIDADE DE AGITAGAO SOBRE O PARAMETRO RENDIMENTO
EM BIOMASSA

A Figura 3 apresenta o histograma de normalidade para os dados de producao
de Biomassa. Conforme pode ser verificado na Figura 3A, o valor do coeficiente de
Kolmogorov-Smirnove (K-S d) é maior que Alpha (a= 0.05), apresentando
normalidade a um nivel de 95% de confianga. Os efeitos das varidveis e também
de suas intera¢des podem ser observados através do diagrama de Pareto (Figura

Péagina | 5



3

e % 8 5 OQ X Seminrio de Extens&o e Inovagao
e‘\ XXV Seminério de Iniciagao Cientifica e Tecnolégica r PR
SICI TE 23 a 27 de Novembr0 | Toledo . PR UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

3B), no qual valores localizados a direita da a linha tracejada sdo considerados
significativos, analisados no nivel de significancia de 5%.

Figura 3: histograma de distribuicdao normal para rendimento de Biomassa
(A). Diagrama de Pareto para a Rendimento em Biomassa (B).

K-5 d=,25475, p=<.20 : Lilliefors p<.01

" —— MNormal Esperado {1)Substrate{L)

‘ 7 Substatol) %//////////’%

Fonte: Autoria Prépria

Observa-se que as variaveis: Substrato (efeito Linear e Quadratico) e Agitacao
(Linear) apresentaram significancia estatistica com nivel de confianca de 95%,
nota-se que a variavel Extrato de Levedura apresentou significancia inferior a 5%.
Para viabilizar a observacdo dos efeitos, foi construido graficos da superficie de
resposta (Figura 4). Inicialmente é apresentada (Figura 4A) a superficie de resposta
para as variaveis Agitacdo e Extrato de Levedura, seguida da (Figura 4B) Agitacdo e
Substrato, e posteriormente (Figura 4C) Substrato e Extrato de Levedura,
analisando como fator de resposta o rendimento da producdo de biomassa celular
produzida pelo L. theobromae MMPI.

Figura 4: Superficie de resposta para as varidveis Agitacdo e Extrato de
Levedura (A), Agitacdo e Substrato (B) e Substrato e Extrato de Levedura (C).

Fonte: Autoria Prépria

Nota-se que o rendimento da producdo de Biomassa sofreu influéncia positiva
com o aumento da Agitacdo (A e B) e influéncia negativa com o aumento da
concentracdo da fonte de carbono (B e C).
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Pelo diagrama de Pareto é observado que a varidvel Extrato de Levedura nao
apresentou efeito estatisticamente significativo (p<0,05) sobre o pardmetro
Rendimento. Entretanto quando, a sensibilidade estatistica é reduzida para um
nivel de 90% (p<0,1), o rendimento também é influenciado positivamente pela
fonte de nitrogénio avaliada. Conforme também verificado em relagdo a producao
micelial, valores intermediarios de concentracdo de extrato de levedura também
contribuiram para maior rendimento em biomassa micelial.

CONCLUSOES

Sacarose e extrato de levedura mostraram ser bons substratos para a
producdo de biomassa micelial pelo fungo L. theobromae MMPI. Os parametros
concentracdo de Sacarose (Linear), Agitacdo (Linear) e Extrato de Levedura (Linear
e Quadratica) apresentaram efeitos significativos, ao nivel de 95% de confianca,
sobre a producdo de biomassa micelial.

A producdo méaxima de biomassa estimada pelo modelo foi de 24,439 gL,
utilizando agitacdo de 413 rpm, concentracdo de Substrato de 271,25 gL? e
concentracdo de Extrato de Levedura de 5,94 gL ™.

Para o rendimento em biomassa celular, os efeitos Substrato (Linear e
Quadratico) e Agitacdo (Linear) foram estatisticamente significativos. A variavel
concentracdo de extrato de levedura ndo apresentou efeito significante a 95% de
confianga.

A maior resposta para rendimento estimada pelo modelo foi de 0,233 gg*,
utilizando agitacdo de 172,6 rpm, concentracdo de Substrato de 58,15 gL' e
concentracdo de Extrato de Levedura de 2,77 gL™.
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